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(57) Das Verfahren dient zum Screening von Mole- 
kOlen aus MolekOlbibliotheken bezuglich ihres individu- 
ellen Bindungsverhaltens zu mindestens einem 
vorgegebenen Ugand. Zu diesem Zweck werden die mit 
einem Fluor eszenzfarbstoff markierten Uganden mil 
der in Form einer Suspension vorliegenden MolekQIbi- 
bliothek gemischt. Die Mischung wird nach Auswa- 
schung der uberschussigen, nicht gebundenen 
Liganden auf ein zweidimensionales Substrat (2) aus- 
plattiert. AnschlieBend werden in einem Fluoreszenzmh 
kroskop (5) die Ortlichen Fluoreszenzintensitaten auf 
dem Substrat elektrooptisch erfasst und nach vorgege- 
benen Selektionskriterien elektronisch diskriminiert. Die 
auf diese Weise selektierten und lokalisierten Objekte 
werden danach sequentiell durch eine vom Bildrechner 
koordinatengesteuerte Verschiebung zwischen dem 
Substrat (2) und einem Separationsaktor (20,21) orts- 
genau positioniert und durch den Separationsaktor 
(20.21) vom Substrat (2) Grtlich getrennt 
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Beschrelbung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vor- 
richtung fur eine optimierte Selektion von Molekulen 
aus Molekulbibliotheken hinsichtlich ihres Bindungsver- 
haitens gegenQber einem Oder mehreren vorgegebe- 
nen Targetmolekulen, das erstmals eine sehr groBe 
Vielfalt von Molekulen zu untersuchen gestattet, Aus- 
kunft Gber individuelle Bindungsereignisse gibt und eine 
schonende Selektion der zu selektierenden MolekQIe 
erlaubt 

Die Molekulbibliotheken als Basis fur das erfin- 
dungsgema&e Selektionsverfahren werden durch che- 
mische Method en (kombinatorische Chemie) Oder 
durch biotechnologische Methoden im Rahmen der 
angewandten molekularen Evolution (AME) generiert 
Die kombinatorische Chemie nutzt dabei verschieden- 
artigste chemische Reaktionen zum Aulbau von Mole- 
kulbibliotheken, wahrend die AME mit Hilfe von 
Mutationsstrategien eine groBe Population von unter- 
schiedlichen Biopolymeren erzeugt. Die effiziente 
Selektion von an ein spezrfisches Target bindende 
MolekQIe bzw. Biopolymere ist ein wesentlicher 
Bestandteil zum Auffinden neuer pharmazeutischer 
Wirkstoffe (Leitstrukturen) und daher von grofter 
Bedeutung. 

Qrundsdtzlich sind Verfahren im Rahmen der AME 
zum Protein-Design bekannt und etabliert. Anwendung 
fand die evolutive Strategie z.B. in dem Auffinden von 
Peptid-Liganden (O'Nell et al., Prot 14, 509 (1992)) und 
der EntwicWung hochaffiner maBgeschneiderter Anti- 
kOrper (Brewing et al.. Gene 104, 147 (1991). Clackson 
et al., Nature 352, 624 (1991). Marks et al., J. Mol. Biol. 
222, 581 (1991), Persson, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
88, 2432 (1991)). Insbesondere das AntikOrper-Engi- 
neering stellt ein vielversprechendes Konzept der ange- 
wandten evolutiven Biotechnologie dar. Aufgrund ihrer 
hochselektiven Bindungseigenschaften sind AntikOrper 
bedeutende Reagenzien in der Fbrschung, Diagnostik 
und Therapie (PIQckthun, J. Anal. Chem. 337, 13 
(1990), PIQckthun, Biotechnology 9, 545 (1991), Little et 
al., Biotech. Adv. Vol. 12, 539 (1994)). 

Neben der Bildung von Molekulbibliotheken durch 
die AME hat sich in letzter Zeit vor allem die Nutzung 
der kombinatorischen Chemie etabliert, die unter- 
schiedlichste chemische Reaktionen zur Synth ese der 
Bibliothek auf festen Tragern wie z.B. der von Polymer- 
beads ausnutzt (D.J. Ecker, ST. Crooke, Biotechnology, 
1995, 13, 351; R.M.J. Liskamp, Angew. Chemie, 1994, 
106, 661; T. Carell, E.A. Winter, A. Bashir-Hashemi. J. 
Rebek. Angew. Chemie, 1994. 106. 2159; J.W Metzger. 
K.-H. Wiesmuller. V. Gnau. J. Brunjes. G. Jung. Angew. 
Chemie. 1993, 105.901). Exemplarisch sei hier die 
Festphasensynthese von Benzodiazepinen durch 
Hobbs De WHt et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.. 
1993, 60, 6909) erwahnt. 

Als Voraussetzung fQr das erfindungsgemaBe Ver- 
fahren mussen die Molekulbibliotheken tragerbasiert 



vorliegen. Damit wird eine Messung an einer groBen 
Zahl gleicher MolekQIe ermdglicht. Auf diese Weise 
kann das individuelle Bindungsverhalten ausreichend 
charakterisiert werden. Als tragerbasiertes System 
5 kommen z.B. Bakterien im Rahmen der AME oder Poly- 
merbeads im Rahmen der kombinatorischen Chemie in 
Frage. 

In der Literatur sind Verfahren zur Darstellung von 
Proteinbibliotheken auf E. coli Bakterien (Hofnung, 
io Meth. Enzymol. 134, 77 (1991), Klauser et al., EM BO J. 
9, 1991 (1990), Fuchs et al.. Biotechnology 9, 1369 
(1991), Francisco etal.. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89. 
2713 (1992), Pugsley, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 
12058 (1992)) bekannt. DarQberhinaus wird die Expres- 
is si on auf einer Phagenoberfiache (Hoogenboom et al., 
Immunolog. Reviews 130, 41 (1992)) beschrieben. die 
aufgrund der PhagengrOfte (« 1 (im) fQr das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren irrelevant ist. 

Technische Ldsungen fur Selektionsverfahren zur 
20 Separierung von Zellen aus einer groBen Zahl (> 10 6 ) 
sind mit dem FACS (Fluorescence Activated Cell Sor- 
ter) und MACS (Magnetic Activated Cell Sorter) kom- 
merziell erhaitlich. 

Bei der f luoreszenzaktivierten Zellsortierung kom- 
25 men elektrostatische Prinzipien zur raumlichen Separa- 
tion zum Einsatz. Ein kommerzieller FACS (Becton & 
Dickinson: FACStar plus) ist in der Lage. pro Tag ca. 10 s 
Zellen sequential zu prozessieren. Hierbei ist aber 
damit zu rechnen, daft die nutzbare Sortierrate deutlich 
30 unter 1 00 % liegt. Bei sehr seltenen Ereignissen in einer 
Zellpopulation sind jedoch hohe Durchsatze wun- 
schenswert von etwa 10 9 Zellen. 

Im Vergleich zum erfindungsgemaBen Verfahren 
findet beim FACS zudem der Sortierprozeft unmittelbar 
. 35 nach dem MeBprozeB statt, so daB bei einer nachtragli- 
chen Korrektur der Schwellwerte fQr Aff initaten der Sor- 
tierprozeft als ganzes wiederholt werden muftte. Damit 
geht eine weitere mechanische Belastung des Molekul- 
tragers bzw. der Bakterien einher. 
40 Bei dem MACS-Sortierverfahren wird die Bindung 
der relevanten Zellen an magnetische Beads ausge- 
nutzt. Im Separationsschritt werden die in dieser Weise 
markieten Zellen in der M ACS-Saule durch ein inhomo- 
genes Magnetfeld zuruckgehalten, wahrend die nicht- 
45 markierten Zellen ungehindert die Saule passieren. 
Hierbei kann jedoch hur zwischen magnetischen und 
nichtmagnetischen Zellen urrterschieden werden. Damit 
erlaubt der MACS eine schnelie Bearbertung grofter 
Populationen, doch lassen sich keine informationen 
so Qber individuelle Bindungsereignisse gewinnen. 

Die Separation von Beads in der kombinatorischen 
Chemie wird ublicherweise in einem manuellen ProzeB 
durchgefQhrt. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde ein Ver- 
55 fahren zu entwickein, mit dem aus einer groBen Anzahl 
(10 9 ) von Molekulen aus einer Molekulbibliothek ein- 
zelne Objekte innerhalb von 24 h detektiert und sepa- 
riert ;■ werderi, - die : v durch ihre speziellen 
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Bindungsaffinit&ten an einen Oder mehrere vorgege- 
bene Liganden gekennzeichnet sind. Fur die anschlie- 
Bende Vermehrung (Amplrfikation) von Bakterien im 
Rahmen der AME, soli die Vitalitat der Bakterienpopula- 
tion erhalten bleiben. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB durch ein 
Verfahren mit folgenden Schritten gelOst: 

a) Die zu bindenden Liganden werden mit einem 
Fluor eszenzfarbstoff markiert und mit der in Form 
einer Suspension vorliegenden Molekulbibliothek 
gemischt. 

b) Die OberschGssigen, nichtan Molekule der Mole* 
kulbibliothek gebundenen Liganden werden 
danach ausgewaschen und entfernt. 

c) Diese Mischung wird auf ein zweidimensionales 
Substrat ausplattiert. 

d) Das so beschichtete Substrat wird in ein Fluor es- 
zenzmikroskop gebracht. AnschlieBend werden die 
auf dem Substrat beobachteten Ortlichen Fluores- 
zenzintensitaten elektrooptisch erfasst und mit Hiffe 
einer CCD-Kamera als Gesamtbild oder schritt- 
weise in Form von Teilbildern digital erfaBt und 
nach vorgegebenen Selektionskriterien in Form 
von Schwellwerten elektronisch diskriminiert, 
wobei die auf dem Substrat befindlichen, durch 
eine hohe Bindungsaffinitat der Liganden an Mole- 
kule der Molekulbibliothek gekennzeichneten und 
darrtit die Selektionskriterien erfuilenden Objekte 
erkannt und durch Abspeicherung in einem Bild- 
rechner lokalisiert werden. 

e) Die so selektierten Objekte werden dann 
sequentiell durch eine vom Bitdrechner koordina- 
tengesteuerte, relative Verschiebung zwischen 
dem Substrat und einem Separationsaktor in den 
Arbeitspunkt des Separationsaktors positioniert, 
vom Substrat entnommen und Ortlich getrennt 
abgelegt. 

Der verfahrensgemaBen Identifikation und Separa- 
tion von Molekulen aus einer BiomolekGI-Bibliothek geht 
voraus, daB diese Molekule in ausreichender Anzahl 
auf der Oberfiache einer geeigneten biologischen Zelle 
dargestellt werden. Hierzu wird die genetische Informa- 
tion fur ein Biomolekul in eine groBe Population von 
Mikroorganismen eingeschleust, welche daraufhin das 
BiomolekGI synthetisieren. Die Verfahren, welche diese 
Steuerung eines Mikroorganismus zur biochemischen 
Synthese beinhalten. werden unter dem Begriff Expres- 
sions-Systeme zusammengefaBt. Die Vielfalt der Biblio- 
thek entsteht durch Mutarrtenvielfalt der 
eingeschleusten Information. Dabei konnen Kbmplexi- 
taten > 10 9 erzeugt werden. 

Vorteilhaft erfolgt die elektrooptische Erfassung der 



drtlichen Fluoreszenzintensitaten auf dem Substrat mit 
Hilfe einer CCD-Kamera in Form eines Gesamtbildes 
oder schrittweise in Form von Teilbildern. Das Gesamt- 
bild Oder die Teilbilder werden dann, gegebenenfalls 
5 nach einer Datenreduktion, dem Bildrechner zur 
Abspeicherung und zur bildanatytischen Weiterverar- 
beitung und Auswertung nach den vorgegebenen 
Selektionskriterien zugeleitei 

Alternate kann die elektrooptische Erfassung der 
io drtlichen Fluoreszenzintensitaten auf dem Substrat 
auch mit Hilfe eines Laser-Scanners erfolgen, dessen 
Ausgangs-signale nach den vorgegebenen Selektions- 
kriterien elektronisch bewertet und in Verbindung mit 
den zugehOrigen Ortskoordinaten dem Bildrechner 
is zugefQhrt werden. 

Vorzugsweise werden bei der Bereitstellung einer 
Biomolekulbibliothek als bakterielles Expressionssy- 
stem E. coii Bakterien verwendet 

Besonders bevorzugt werden zur Bereitstellung 
20 einer Peptid- und/oder Proteinbibliothek als spezielles 
bakterielles Expressionssystem E. coli Bakterien ver- 
wendet die durch genetische Manipulation Variationen 
von LamB-Transmembranproteinen exprimieren. 

Neben einer optimierten Selektion und Separation 
25 von Molekulen aus einer Bibliothek, die von Mikroorga- 
nismen gebildet werden, betrifft das Verfahren auch die 
Selektion und Separation von Molekulen aus einer mit- 
tels chemischen Methoden hergestellten Molekfll- 
Bibliothek. In der kombinatorischen Chemie werden 
30 MolekOlbibliotheken an einer festen Phase mittels che- 
mischer Methoden (Reaktionen) erzeugt Die Vielfalt 
der Bibliothek entsteht dabei durch die Nutzung unter- 
schiedlichster Reaktionen und Reagenzien. Diese 
MolekOlbibliotheken werden vorteilhaft auf polymeren 
35 Beads dargestellt Vorzugsweise werden als polymere 
Trager Kunststoffbeads auf Polystyrol- oder Polyacryl- 
amidbasis mit einem Durchmesser von 50 urn bis 200 
jim eingesetzt. 

Urn mehrere Liganden gleichzeitig untersuchen zu 
40 k&nnen, werden zweckmaBig verschiedene Liganden 
mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert. 
FOr die verschiedenen Liganden werden die Selektions- 
kriterien in Form einer Liste mit den Schwellwerten f Qr 
die verschiedenfarbigen Fluoreszenzintensitaten vorge- 
45 geben. 

Eine We'rterentwicklung des erfindungsgemaBen 
Verfahrens besteht darin, daB die die Molekulbibliothek 
tragenden Proteine auf den Bakterien oder die Verbin- 
dungen aus der kombinatorischen Chemie auf den 

so Polymerbeads mit einem weiteren Fluoreszenzfarbstoff 
markiert werden und die Fluoreszenzintensitat der Bin- 
dungsstellen als zusStzliches Selektionskriterium bei 
der Bildauswertung berQcksichtigt wird. 

In diesem Fall kann das Verhaltnis der fur den 

55 Liganden charakteristischen Fluoreszenzintensitat und 
der fQr die Bindungsstelle charakteristischen Ruores- 
zenzintensitat als ein fQr die Bindungsaffinitat maBgeb- 
liches Selektionskriterium bei der Bildauswertung 
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benutzt werden. 

Die Vorrichtung zur Durchfuhrung des erfindungs- 
gemaBen Verfahrens weist ein inverses Fluoreszenzmi- 
kroskop und einen Verschiebetisch zur Halterung eines 
Trfigers mit der ausplattierten Objektsuspension, sowie 
mindestens eine Uchtqueile zur Fluoreszenzanregung 
auf und ist erf indungsgemaB dadurch gekennzeichnet, 

a) daB eine aus einer CCD-Kamera Oder aus einem 
Laser-Scanner bestehende elektrooptische Abtast- 
einrichtung zur Erfassung der Ortlichen Fluoreszen- 
zintensitaten der auf dem Substrat ausplattierten 
Bakteriensuspension vorgesehen ist, die mit einem 
Bildrechner zur Weiterverarbeitung und Speiche- 
rung der Fluoreszenzbildinformation verbunden ist, 

b) daB oberhalb des Verschiebetisches ein Separa- 
tionsaktor zum Transfer der selektierten Objekte 
angeordnet ist, 

c) und daB der Bildrechner die Positionierung des 
Verschiebetisches relativ zum Separationsaktor 
steuert 

Der Separationsaktor besteht dabei vorteilhaft aus 
einer in einen Mikromanipulator eingebauten, absenk- 
baren Mikrokapillare. 

GemaB einer bevorzugten AusfQhrungsform wird 
dem Substrat das Fluoreszenzanregungslicht Qber min- 
destens einen vom Mikroskop-Strahlengang getrennten 
Uchtleiter zugefQhrt. Zu diesem Zweck sind zwei ver- 
schiedenene, in denselben Uchtleiter einkoppelbare 
Laser mit verschiedenen Welleniangen zur Fluores- 
zenzanregung vorgesehen. 

Zur Vermeidung von Artefakten wird das Fluores- 
zenzmikroskop einschlieBlich der Beleuchtungseinrich- 
tung und der Mikrokapillare in eine Klimakammer 
eingebaut wird, die durch einen wasserdampfgesattig- 
ten Luftstrom auf Temperaturen zwischen 1°C und 10°C 
gekuhlt wind. Solche Artefakte konnen z.B. die Vermeh- 
rung der Bakterien, Schrumpf des Agarosesubstrates 
und Temperaturschwankungen sein. 

Der Hauptvorteil des beschriebenen Verfahrens 
besteht in der Einzelquantifizierung und -selektion von 
Bindungskomplexen bei einem gleichzeitig hohen 
Durchsatz der zu analysierenden Bindungsereignisse. 
Dies fQhrt zu einer erheblichen Reduktion des Zeitauf- 
wandes und der Kbsten. Bei biologischen Objekten wird 
zudem die Vitalitat der selektierten Zellen gewahrt. 

Im Rahmen grundlagenwissenschaftlicher Untersu- 
chungen kann das Verfahren zur Charakterisierung von 
Molekulbibliotheken eingesetzt werden. FOr einen indu- 
striellen Einsatz kommt die Leitstruktursuche fQr neuar- 
tige Pharmaka in Frage. Mit Hilfe des 
erfindungsgemaBen Verfahrens ist bei Etablierung 
geeigneter AntikOrperbibliotheken eine pharmakologi- 
sche Individual-Therapie mOglich, bei der ein maBge- 
schneidertes Medikament fur den Einzelpatienten an 
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einem Tag gefunden isoliert und vermehrt werden kann. 

Im folgenden wird die Erfindung an Hand von 
Zeichnungen und Ausfuhrungsbeispielen naher eriau- 
tert. Eszeigen: 



Fig. 1 



Fig. 2 



Fig. 3 



15 Fig. 4 



ein planares Substrat mit der ausplattierten 
Bakteriensuspension 

schematisch eine Selektionsapparatur auf 
der Basis einer CCD-Kamera 

schematisch eine Selektionsapparatur auf 
der Basis eines Laser-Scanners 

einen Separationsaktor zum Transfer (Tren- 
nung) der selektierten, charakteristischen 
Objekte 



Die Dura trung des erfindungsgemaBen Selekti- 
ons- und S* rationsverfahrens zur Selektion und 
Separation von Molekulen mit hoher Bindungsaffinitat 
zu einem Targetmolekul erfordert die Bereitstellung 
einer geeigneten Molekulbibliothek und ein Targetmole- 
kQI, das im folgenden als Ligand bezeichnet wird. Dies 
wird nachstehend am Beispiel einer Peptidbibliothek 
beschrieben. P;jr die Prasentation dieser Biomolekul- 
Bibliothek werden hier E. coli Bakterien verwendet die 
durch genetische Manipulation Variationen von LamB- 
Transmembranproteinen exprimieren. Als Ligand wird 
der Acetylcholinrezeptor gewahit. Im Gegensatz zu der 
weitverbreiteten Phagenmethode bietet das Bakterien- 
system aufgrund der Vielzahl gleichartiger Bindungser- 
eignisse auf der Bakterienoberfiache den Vorteil, eine 
Einzelbetrachtung der Wechselwirkung zwischen pep- 
tidtragender Zelle und Rezeptor vorzunehmen. Ein ana- 
loges Vorgehen mit Phagen scheidet aufgrund der 
geringen GrOBe der Phagenpartikel aus. 

Zu den peptidtragenden Bakterien werden Ugan- 
den gemischt, die mit einem Ruoreszenzfarbstoff mar- 
Wert sind. Hierzu wird beispielsweise der Farbstoff 
®Cy5 der Firma Biological Detection Systems einge- 
setzt. der bei 650 nm angeregt wird und bei 670 nm 
emittiert. Aufgrund der langwelligen Anregung kann das 
Fluoreszenzsignal weitgehend frei von Autof luoreszenz 
detektiert werden. Da die Anzahi der Peptide auf der 
Bakterienoberfiache nicht konstant ist, wird ein Molekul- 
abschnitt, der bei samtiichen Peptiden auf alien Bakte- 
rien gleich ist, spezifisch mit einem weiteren Farbstoff 
markiert, um mit dessen Ruoreszenzsignal ein MaS fur 
die Anzahi der Bindestellen zu erhalten. Aus dem Ver- 
haitnis der beiden Fluoreszenzintensitaten kann ein 
MaB fur die Bindungsaffinitat des Kbmplexes angege- 
ben werden. Als zweiter Ruoreszenzfarbstoff wird 
FITC der Firma Molecular Probes eingesetzt, das bei 
490 nm angeregt wird und bei 520 nm emittiert. Mit die- 
sen spektralen Charakteristiken wenden die beiden 
Fluoreszenzsignale ohne gegenseitige Beeinflussung 
gemessen. 
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Nach dem Mischen des farbstoffmarkierten Ligan- 
den mit der Bakteriensuspension (Inkubation) werden 
die Bakterien durch Abzentrifugieren und anschlieBen- 
des Dispergieren in reiner PufferlGsung gewaschen. 
Damit verbieiben in der Bakteriendispersion nur noch 
Fluoreszenzfarbstoffe zurucK die sich ausschlieBlich 
auf der Oberf lache der Bakterien bet inden. 

Diese Bakteriendispersion 1 wird sodann auf eine 
auf einem pianaren Substrat 2 befindlichen Agarose- 
oberfiache mit einem Spatei ausplattiert (s. Fig. 1). Die 
Agaroseoberfiache ist in der Weise geteilt, daB sich im 
Randbereich jeweiis getrennte Zonen 3 bef inden, auf 
denen spater die separierten Bakterien zu liegen torn- 
men. Diese Agaroseoberfiachen 3, die im Gegensatz 
zum Substrat Nahrstoffe enthalten, lassen sich von dem 
Substrat 2 durch Abheben trennen. Zur anschlieBenden 
effizienten Vermessung der Fluoreszenzintensitaten 
der auf dem Substrat planar ausgebrachten Bakterien 
wird eine Fiachenbelegungsdichte von 10 % ange- 
strebt Bei einer Population von 10 9 Spezies ergibt sich 
daraus eine Gesamtfiache von 250 cm 2 . 

Fig. 2 zeigt schematisch den Aufbau der gesamten 
Selektionsmaschine. Die verfahrenstechnischen Aufga- 
ben liegen in der Aufnahme von Fluoreszertzaufnah- 
men und der anschlieBenden Separation von Bakterien, 
die sich durch vorgegebene, spez'rfische Bindungsei- 
genschaften auszeichnen. Wahrend der Messung sol- 
len Artefakte wie z.B. die Bakterienvermehrung 
ausgeschiossen werden. Dies wind durch eine Klima- 
kammer 4 bewerkstelligt, die von einem wasserdampf- 
gesattigten Luftstrom bei 4°C gekuhlt wird. Der Kern der 
Maschine besteht aus einem inversen Mikroskop 5. Zu 
dem Mikroskop gehoren das Abbildungsobjektiv 6, der 
Beleuchtungskondensor 7, sowie der Verschiebetisch 
8, auf dem das Substrat 2 gehaltert wird. Als Lichtquelle 
fur die Fluoreszenzspektroskopie wird ein Lasermodul 9 
eingesetzt, das aus zwei Lasern und einer opt'schen 
Anordnung besteht, die die zwei Laserstrahlen Qber 
elektronische Verschlusse alternierend in einen Ucht- 
wellenleiter 10 mit einen Kerndurchmesser von 200 \im 
einkoppelt. Zur Anregung des Ligandenfluorophors 
kommt ein Kr-lonengaslaser zum Einsatz, der bei einer 
Welleniange von 647 nm mit einer Leistung von 500 
mW betrieben wird. Die zweite Lichtquelle fur die Anre- 
gung des zweiten Fluorophors an der Bindungsstelle 
auf der Bakterie ist ein Ar-lonengaslaser, der auf eine 
Emission bei 488 nm und einer vergleichbaren Leistung 
eingestellt wird. Am Ende der Faser ist eine Mikrooptik 
11 angebracht, die auf der Probe einen Leuchtf leek von 
1.5 mm Durchmesser erzeugt. Die externe Laseranre- 
gung vermeidet Streulicht und Hintergrundf luoreszenz 
im Abbildungsobjektiv 6. Die hohe LaserintensH&t 
erlaubt Belichtungszeiten pro Aufnahme im Bereich von 
0.1 bis 1 s. Das von dem Substrat 2 emittierte Fluores- 
zenzlicht wird von einer gekOhHen CCD-Kamera 12 
detektiert. Die Pixelanzahl dieses FluoreszenzbikJesbe- 
tragt 1000 * 1018, so daB bei einer 10-fachen Mikro- 
skopvergrOBerung mit einer Aufldsung von 1.2 \im 



gerechnet werden kann. Dieser Wert ist auf die Bakteri- 
engrOBe abgestimmt, die in diesem Bereich liegt. Vor 
der Kamera 12 befindet sich ein auf die beiden Fluoro- 
phore abgestimmtes Emissionsfilter. Clber eine hier 

5 nicht dargestellte Einrichtung wird die Fokusposition 
des Objektivs 6 motorisch nachgeregeit Eine Vorrich- 
tung zu dieser Nachfbkussierung, die mit einem Ruck- 
reflex einer Oberf lache arbe'rtet. ist z.B. in (GL Bouwhuis 
et al.. p. 75ff, A. Hilger Ltd. (UK/USA), 1985)) beschrie- 

io ben. 

Zur effektiven Bildauswertung wird noch auf der 
Ebene des Frame Grabber Boards der CCD-Kamera 
eine Datenreduktion vorgenommen. Die Software ist 
hierbei auf die DetekrJon erwartungsgemaB seltener 
15 Bindungsereignisse ausgelegt. Unter Zuhirfenahme von 
Look up Tables (LUT) wird zunachst geprQft, ob auf der 
Fluoreszenzaufnahme der markierten Uganden Fluo- 
reszenzsignale oberhalb einer gewahlten Schwelle S^ 
liegen. Bei einem positiven Bescheid wind die zweite 
20 Fluoreszenzaufnahme des Bindungsstellenf luorophors 
vorgenommen. Nach Berechnung des Quotienten aus 
den beiden Signalen werden nur die Pixelkoondinaten 
samt Quotient auf dem Bildrechner abgespeichert, bei 
denen diese Quotienten oberhalb einer gewahlten 
25 Schwelle liegen. Hierzu werden auf dem Frame 
Grabber Board die Zeilen ermittelt, die sign'rf ikante Pixel 
enthalten. Im zweiten Schritt werden diese Zeilen auf 
den Bildrechner transferiert und dort nach den signrfi- 
kanten Pixeln abgesucht Alternativ kann aber auch die 
30 gesamte bildanalytische Auswertung des Ligandenbil- 
des nach den vorgegebenen Selektionskrrterien, d.h. 
die Erkennung und Lokalisierung der auf dem Substrat 
2 befindlichen, durch eine hohe Bindungsaffinitat der 
Uganden an die Molekule der Molekulbibliothek 
35 gekennzeichneten Objekte, allein im Bildrechner erfol- 
gen. Unter "hoher Bindungsaffinitar wird dabei verstan- 
den, daB die Fluoreszenzintenstaten dieser Objekte die 
Selektionskriterien hinsichtlich des oben erwahnten 
Schweliwertes S2 erfQIIen. 
40 Dem gesamten ProzeB der Fluoreszenzaufnahmen 
liegt die fdlgende Zertbetrachtung zu Grunde. Bei einer 
10-fachen VergrOBerung erfaBt die CCD-Kamera ein 
Bildfenster von 1 .2 * 1 .2 mm. Mit dem Fiachenbedarf f Or 
alle Bakterien von 2.5*10* mm 2 mussen 17400 Rah- 
45 men abgearbe'rtet werden. Pro Rahmen wird fur die 
Auswertung einer Doppelfluoreszenz eine ZyWuszeit 
von 4.1 s abgeschatzt, die eine jeweilige Belichtungs- 
ze'rt von 1 s einschtieBt. Die Zert fur die Bewegung des 
Verschiebetisches ist hierbei berucksichtigt. Dies fuhrt 
so zu einer Gesamtzeit f Or den kompletten Belichtungsvor- 
gang von 20 h bzw. zu einem Bearbeitungsdurchsatz 
von 10 9 pro Tag und entspricht damit der Vorgabe. 

Alternativ zur Detektion fluoreszierender Objekte 
mit Hilfe einer simurtanen Fluoreszenzanregung des 
55 gesamten Mikroskopgesichtsfeldes und der parailelen 
Detektion des Fluoreszenzbildes mit einer CCD 
Kamera kann auch eine punktweise abrasternde Fluo- 
reszenzanregung mit einer Laser-Scan-Einrichtung 
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gewahlt werden. Ein derartiger Aufbau ist schematised 
in Fig. 3 dargestellt. Der von einem Ar-Kr-Laser 13 mit 
einer Ausgangsleistung von 20 mW erzeugte Laser- 
strahl 14 wird uber eine Monomode-Lichtlertfaser 15 in 
ein Optikmodul 16 eingekoppelt In diesem Modul 16 
wild der anregende Laserstrahl uber einen dichroiti- 
schen Strahlteiler 17 auf einen x-y-Spiegel 18 gefQhrt 
Der computergesteuerte Spiegel 18 lenkt den Laser- 
strahl in der Weise ab, daB der uber das Objektiv 6 zu 
einem Punkt fokussierte Laserstrahl die Probenebene 
in. x-y-Richtung abrastert. Die Ortskoordinaten eines 
fluoreszierenden Objekts werden hierbei uber die Steu- 
erparameter des Ablenkspiegels gespeichert. Hierbei 
sind diese Parameter in eindeutiger Weise mit dem x-y- 
Ort des Laserstrahls auf der Probenoberfiache ver- 
knupft Diese Zuordnung wird in handelsQblichen Scan- 
nern ausgenutzt (z.B. Leica TCS4D Scanner, Leica 
Lasertechnik GmbH, Heidelberg, Deutschland). Das 
von der Probe ausgehende Fluoreszenzlicht gelangt 
Qber das Objektiv 6 und den Ablenkspiegel 18 auf den 
Strahlteiler 17 und wird hier im Gegensatz zum Anre- 
gungsstrahl transmittiert. Das Ruoreszenzricht wird hin- 
ter dem Strahlteiler 17 in einem Detektionsmodul 19 
nachgewiesen. Dieses Modul besteht aus einem Pin- 
hole (Lochblende), mit dem Ruoreszenzlicht auBerhalb 
der Fokusebene unterdruckt werden kann, zwei Pho- 
tomultipliern fur die zwei Fluoreszenzemissionen von 
FITC und Cy5 und den entsprechenden chromatischen 
Filtem. Wahrend des Scanprozesses werden die Riio- 
reszenzintensitaten der markierten Liganden und auch 
des Bindungsstellenfluorophors simultan gemessen 
und durcheinander dividiert, so daB keine separate 
zweite Fluoreszenzaufnahme erfbrderlich ist. Damit 
kann der Quotient anhand eines Schwellwertes Sa 
online diskriminiert werden kann und nur die Kbordina- 
ten und Intensitaten der Pixel stehen nach erfolgtem 
Scan im Arbeitsspeicher des Steuer- bzw. Auswerte- 
rechners, deren Intensitaten oberhalb der gesetzten 
Schwelle S2 liegen. Alternativ dazu kann jedoch auch 
das gesamte Bild auf dem Auswerterechner einer Bear- 
beitung nach erfolgtem ScanprozeB unterzogen wer- 
den, urn gegebenenfalls nachtraglich mit verschiedenen 
Schwellwerten zu diskriminieren. 

Bei einer Scanflache von 2.5 * 10 4 mm 2 , einer 
GesichtsfeldgrdBe von 1 mm 2 , einer Scandauer von 1.1 
s (Zeiss-LSM) pro Gesichtsfeld ergibt sich unter BerOck- 
sichtigung der Verschiebung des Probentisches eine 
Gesamtzeitvon 11 h for die komplette Ruoreszenzana- 
lyse. 

Nach dem kompletten Scanvorgang der CCD- 
Kamera oder des Laser-Scanners liegt im Speicher des 
Bildrechners eine Liste der Ortskoordinaten von Bakte- 
rien mit spezifischen Bindungseigenschaften vor, mit 
deren Hilfe die Separation der Bakterien vorgenommen 
wird. Gegebenenfalls kann die Anzahl der zu separie- 
renden Bakterien anhand der Liste eingeschrankt wer- 
den. 

Nachdem das Screening abgeschlossen ist und die 



Ortskoordinaten der zu separierenden Bakterien 
bekannt sind, mQssen diese mit einern geeignetem 
Separationsaktor von dem Substrat entfernt und auf 
einem Zielsubstrat abgelegt werden. Zu diesem Zweck 

5 wird ein auf einer Mikrokapillare 20 beruhender Separa- 
tionsaktor eingesetzt. Derartige Separationsaktoren 
sind prinzipiell aus der Patch Clamp Technik bekannt. 

In Fig. 4 ist die Apparatur fur den TransferprozeB 
schematisch dargestellt Die mit Hilfe eines Mikromani- 

10 pulators 21 verahrbare Mikrokapillare 20 wird nun ent- 
sprechend der im Bildrechner vorliegenden 
Kbordinatenliste nacheinander zu den zu seiektieren- 
den Bakterien gebracht und exakt oberhalb davon posi- 
tioniert. Der Bildrechner f ungiert also als Steuerrechner 

is for den Mikromanipulator 21 zum Aufsuchen und zur 
Positionierung der Mikrokapillare 20 am Ort der ausge- 
wahlten Bakterien. Sodann wird die ausgewahlte Bakte- 
rie mit der Mikrokapillare 20 von der Substratoberf i&che 
abgesaugt und auf einem Zielsubstrat wieder ausge- 

20 bracht. Als Zielsubstrat dienen hier die Randzonen 3 
auf dem Substrat 2, die mit Agar- bzw. Agaroseoberf la- 
chen prapariert sind. Der Durchmesser der Mikrokapil- 
lare wird aufgrund der angestrebten Manipulation 
einzelner Bakterien bei einer hohen Belegungsdichte 

25 an die GrdBe der Objekte angepaBt und hat demgemaB 
einen Durchmesser zwischen 2 und 20 jim. 

Fur den Transfer der Bakterien werden vorzugs- 
weise Mikrokapiliaren aus einem Spezialglas verwen- 
det, die durch einen ZiehprozeB im geschmolzenen 

30 Zustand hergestellt werden. Fur die zu beschreibenden 
Experimente werden Borosilikatglasrfihrchen (Fa. Hil- 
genberg, Malsfeld, GER) mit einem Ausgangsdurch- 
messer von 1.6 mm eingesetzt. In einem dreistufigen 
ZiehprozeB mit einem handelsQblichen Pipettenziehge- 

35 rat (DMZ Universaipuller. Fa. Zeitz-lnstrumente, MGn- 
chen, GER) werden Kapillaren mit einer zylindrischen 
Pipettenform (d.h. nicht zu einer Spitze ausgezogen) 
mit einem Offnungsdurchmesser von ca. 6 urn an dem 
aufgeschmolzenen Ende hergestellt. Auf der anderen 

40 Seite bleibt der Ausgangsdurchmesser unverandert 
erhalten. For die Reproduzierbarkeit des Transferpro- 
zesses insbesondere des AusspOlprozesses hat sich 
diese Pipettenform bewahrt. 

Wie aus Rg. 4 ersichtlich, wind die Mikrokapillare 20 

45 in einer Spannzange 22 gehalten, die an dem Mikroma- 
nipulator 21 montiert ist, der dreidimensional im \im- 
Bereich positioniert werden kann und dessen Bewe- 
gung vom Bildrechner gesteuert wird. Solche Manipula- 
toren sind kommerziell erhaitlich. Die Mikrokapillare ist 

so Ober einen Schlauch 23 mit einer Spritze 24 verbunden, 
mit deren Hilfe der Kapillareninnendruck eingestellt 
wird. Der Druck wird uber einen Dreiwegehahn 25 mit 
einem Druckmesser 26 bestimmt. Sowohl der Mikroma- 
nipulator 21 als auch die Spritze 24 werden mit Schritt- 

55 motoren, die hier nicht dargestellt sind. mit Hilfe des ; 
Bildrechners fernbedient 

Im folgenden wird der Separationsvorgang als 
interaktiver ProzeB beschrieben. Er kann aber auch 
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computergesteuert voilautomatisch ablaufen. 

Der gesamte Vorgang des Ansaugens und der 
Separation einer Bakterie (Pickvorgang) unterliegt der 
visueilen Kohtrolle, die durch die Beobachtung mit einer 
40-fachen VergrOBerung im Phasenkontrast ermOglicht s 
wird. Von dem Mikroskop sind hier nur das Objektiv 6 
und der Beleuchtungskondensor 7 dargesteilt. Im Hin- 
blick auf den erforderlichen Arbeitsabstands des Kon- 
densors 7 von ca. 22 mm zum Objekl werden die 
Mikrokapillaren 20 uber den Erweichungspunkt erhitzt 10 
und in der Weise umgebogen, das sie nahezu einen 90° 
Winkel bilden und damit platzsparend unterhalb des 
Kondensors positioniert werden kOnnen. Auf diese 
Weise kann die Beobachtung des Transferprozesses 
ungestOrt stattf indea Fur die hohe raumliche Auf lOsung is 
des Transferprozesses in der GrCBe des Pipettendurch- 
messers (hier 6 pm) ist es errtscheidend, daB die 
Pipette senkrecht auf das zu pickende Objekt trifft 
Damit bildet sich kein Wasserfiim zwischen Kapillaren- 
wand und Agarsubstrat, der umfiegende Objekte beim 20 
TransferprozeB in Mitleidenschaft Ziehen kdnnte. Zur 
Vorbereitung des Pickens wird uber einen Unterdruck 
aus einem VorratsgefSB eine PufferlCsung in die Kapil- 
lare 20 eingesogen. Hierbei reicht es aus, daB nur der 
verjungte Tei! der Kapiilare mit der Puffertfisung gefOilt 25 
ist. 

Nun wird das zu pickende Objekt bzw. die von dem 
Substrat 2 zu separierende Bakterie 27 durch die vom 
Bildrechner koordinatengesteuerte Bewegung des 
Mikroskopverschiebetisches 8 unterhalb der Kapiilare 30 
20 positioniert. Hierbei wird der Kapillareninnendruck 
auf -300 mbar gegenuber Umgebungsdruck eingestellt 
Bei gieichzeitiger Mikroskopbeobachtung wird die 
Kapiilare 20 direkt uber der zu pickenden Bakterie 27 
auf das Agarosesubstrat 2 aufgesetzt. AnschlieBend 35 
wird die Mikrokapillare 20 uber die HOhenverstellung 
am Mikromanipulator angehoben und als Resultat bleibt 
im Mikroskopbild die leere Substratf lache zurQck. Zum 
Ausspulen der Bakterie 27 wird entweder die Mikroka- 
pillare 20 Oder der Verschiebetisch 8 zu einer entspre- 40 
chenden Stelle auf dem Zielsubstrat gefahren. Hierbei 
wird der Innendruck auf + 100 mbar erhOht. WShrend 
die Kapiilare auf das Zielsubstrat (hier die Randzone 3 
auf dem Substrat 2) aufgesetzt wird, f indet der Ausspul- 
prozeB statt. Nachdem die Kapiilare 20 wiederum von 45 
dem Zielsubstrat 3 abgehoben wurde, wird die ausge- 
spulte Bakterie im Phasenkontrastbild des Mikroskops 
erneut sichtbar. 

In vier AusfQhrungsbeispielen wurden jeweils 10 
Bakterien von einem Ausgangssubstrat auf ein Zielsub- so 
strat, das Ndhrstoff enthielt. ubertragen. Nach einer 
Anwachszeit von einigen Tagen bildeten sich in 50 bis 
60 %der Fdlle aus den einzelnen Bakterien Kolonien. In 
einem Test der Vitalitatsrate der Ausgangspopulation 
wurde ein Wert von 60 % bestimmt. so daB hiermit der ss 
TransferprozeB als sehr schonend angesehen werden 
kann. Alternativ kdnnen die Bakterien in eine FIQssig- 
keit z.B. PBS-Puffer ausgebracht werden. Diese FIOs- 



sigkeit kann sich in den Vertiefungen (Wells) von 
handelsOWichen 96- Oder 384-Mikrotiterplatten befin- 
den. 

Neben dem unmittelbar nacheinander stattfinden- 
den Pick- und AusspGlprozeB wurden auch mehrere 
Bakterien hintereinander gepickt und entsprechend hin- 
tereinander ausgespQIt Diese Prozedur ist vergleichs- 
weise zeitsparend, da die Wege zwischen den zu 
sortierenden Objekten optimiert werden kennen und 
auch die Druckeinstellung in der Kapiilare jeweils nur 
einmal vorgenommen werden muS. Der Vorteii in der 
Verwendung von Bakterien besteht in der einfachen 
Amplifizierung durch reguiares Anwachsen. DarQber 
hinaus kOnnen mit Hilfe der Polymerase Chain Reaction 
(PCR) kOnnen aus einzeln sortierten Bakterien die 
Gensequenzen amplifiziert werden, die fur die spezifi- 
sche Eigenschaft der Bakterien verantwortlich sind. 

Im folgenden wird der gesamte Selektions- und 
SeparationsprozeB noch einmal im Uberblick beschrie- 
ben. Der erste Schritt besteht in der Probenpraparation. 
Zu der Bakterie ndispersion werden fiuoreszenzmar- 
kierte Liganden gemischt Nach diesem Inkubations- 
schritt werden die Bakterien durch Abzentrifugieren mit 
einer Pufferldsung gewaschen. Diese Bakteriendisper- 
sion wird auf einem planaren Agarosesubstrat 2 ausge- 
bracht. Das Substrat 2 wird auf den Verschiebetisch 8 
des inversen Mikroskops 5 gebracht. Der zweite Schritt 
des Selektionsvorgangs besteht nun in der Durchfuh- 
rung der Fluoreszenzaufnahmen. Zu Beginn wird der 
Verschiebetisch 8 derail positioniert. daB die linke 
obere Ecke des abzurasternden Probenbereiches im 
Bildbereich des Mikroskops zu liegen kommt Die 
anschlieBenden Tischverschiebungen folgen einem 
MSander, der die gesamte Probenfiache abdeckt. FQr 
die Fluoreszenzaufnahme wird der Laserstrahl mit 
einem VerschluB zur Anregung der Ugandenfluores- 
zenz f reigegeben und in die Lichtleitfaser 1 0 eingekop- 
pelt, urn die Probe zu bestrahlen. AnschlieBend wird der 
Aufnahmemodus der CCD-Kamera 12 gestartet. Nach 
Ablaut der Belichtungszeit wird der VerschluB des 
Lasermoduls 9 geschlossen. Auf dem Frame Grabber 
Board der CCD-Kamera 12 wird das Ruoreszenzbild 
nach Pixeln oberhalb der gewahtten Schwelle abge- 
sucht Falls keine Pixel gef unden werden, wird der Tisch 
an die nachste Position gefahren und der Bildaufnah- 
meprozeB wiederholt sich in der beschriebenen Weise. 
Werden bei der Analyse Pixel oberhalb der Schwelle 
detektiert, so wird eine weitere Fluoreszenzaufnahme 
des Bindestedenfluorophors bei der gleichen Tischposi- 
tion ausgefQhrt. Hierzu wird der VerschluB des Laser- 
moduls 9 fOr den zweiten Laser gedffnet und die 
Bildaufnahme der CCD-Kamera 12 gestartet Nach 
AbschluB der Bildaufnahme wird der VerschluB wieder 
geschlossen. Wiederum auf der Ebene des Frame 
Grabber Boards wind der Quotient aus dem Bild der 
Liganderrfluoreszenz und dem Bild der Bindestellen- 
fluoreszenz gebildet. Aus dem Quotientenbild werden 
nun diejenigen Pixel detektiert, die oberhalb der 
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Schwelle S 2 liegen. Die Pixelkoordinaten sowie die 
zugehdrigen Quotierttenwerte werden im Bildrechner 
bestimmt, der diese Informationen in einem Datenfile 
abiegt. Nach AbschluB dieser Softwareanalyse wird die 
ndchste Tischposition angefahren und der Abraste- 
rungsprozeB wiederholt sich zyWisch so lange. bis die 
gesamte Probe f luoreszenzspektroskopisch charakteri- 
siert ist. 

1st der AbrastemngsprozeG abgeschlossen, so 
erfofgt nun mit der Bakterienseparation der dritte 
Schrttt. Hierzu wird anhand der im Bildrechner gespei- 
cherten Pickliste der Verschiebetisch sukzessive zu den 
Bakterien gefahren, die separiert werden solien. 
Sodann wird die Mikrokapillare 20 wird auf die selek- 
tierte Baklerie 27 abgesenkt und mit Unterdruck einge- 
sogen. Nachdem die Kapillare 20 wieder von dem 
Substrat 2 abgehoben worden ist, fahrt der Verschiebe- 
tisch 8 zu den freigehaltenen Zielsubstratf l&chen 3, wo 
die Bakterie 27 abgesetzt wird. Dazu wird die Kapillare 
20 auf das Substrat 3 abgesenkt und die Bakterie 27 
wird durch den eingestellten Uberdruck in der Kapillare 
20 ausgespQIt. Dieser ProzeB wiederholt sich so lange, 
bis die gesamte Pickliste abgearbeitet ist. Im Bildrech- 
ner sind die Positionen der ausgebrachten Bakterien 
erfaBt, so daB eine spatere Zuordnung gewahrleistet 
ist. Nach AbschluB der Bakterientransfers wird das Ziel- 
substrat 3 mit den separierten Bakterien vom Verschie- 
betisch 8 abgenommen und zur Kultrvierung der 
Bakterien in einen Brutschrank gelegt. 

In Analogie zum oben beschriebenen Ausfuhrungs- 
beispiel aus dem Gebiet der molekularen Evolution 
kann eine Separation von Bindungsereignissen aus 
Bibliotheken der kombinatorischen Chemie, die sich auf 
Polymerbeads befinden, durchgefuhrt werden. Die 
Polymerbeads durchlaufen einen mehrstufigen chemi- 
schen SyntheseprozeB, der zu einer Molekubibliothek 
fuhrt. Diese ist dadurch gekennzeichnet t daB auf der 
jeweifigen Beadoberfiache eine Vielzahl gleichartiger 
MolekQIe ausgepragt ist. wdhrend die Molekulsorten 
auf unterschiedlichen Beads paarweise verschieden 
sind. Die Beadsuspension wird wie die Bakteriensus- 
pension mit einem farbstoffmarkierten Liganden 
gemischt und anschlieBend gewaschen. Fur die Farb- 
stoffmarkierung wird hier vorteilhaft ein langwelliger 
Farbstoff wie etwa Cy5 eingesetzt, urn die Hintergrund- 
f luoresenz der Beads zu reduzieren. AnschlieBend wer- 
den die Beads auf eine Agarosef lache aufgebracht und 
f luoreszenzspektroskopisch in der oben beschriebenen 
Weise analysiert FQr den SeparationsprozeB einzelner 
Beads wird als Separationsaktor ebenfalls eine Glaska- 
pillare eingesetzt. deren Offnungsdurchmesser nun 
aber den Dimensionen der Beads mit einem Durchmes- 
ser von ca. 100 jim angepaBt ist Der Separationspro- 
zeB wird ebenfalls durch Ansaugen einzelner Beads 
und anschlieBendem Ausspulen auf einem rdumlich 
getrennten Substrat bewerkstelligt 



Patentanspruche 

1 . Veriahren zum Screening von Molekulen aus Mole- 
kOlbibliotheken bezuglich ihres individueilen Bin- 

s dungsverhaltens zu mindestens einem 
vorgegebenen Ligand und zur Einzelselektion 
hochaffiner Spezies, dadurch gekennzeichnet, 

a) daB die zu bindenden Liganden mit einem 
10 Fluoreszenzfarbstoff markiert werden und mit 

der in Form einer Suspension vorliegenden 
Molekulbibliothek gemischt werden 

b) daB die QberschQssigen, nicht an MolekQIe 
*5 der Molekulbibliothek gebundenen Liganden 

ausgewaschen und entfernt werden, 

c) daB diese Mischung auf ein zweidimensio- 
nales Substrat (2) ausplattiert wird 

so 

d) daB das beschichtete Substrat (2) in ein 
Fluoreszenzmikroskop (5) gebracht wird und 
die ortiichen Fluoreszenzintensitaten auf dem 
Substrat (2) elektrooptisch erfasst und nach 

25 vorgegebenen Selekrjonskriterien in Form von 

Schwellwerten elektronisch diskriminiert wer- 
den. wobei die auf dem Substrat (2) befindli- 
chen. durch eine hohe Bindungsaffinitat der 
Liganden an MolekQIe der MolekQIbibliothek 

30 gekennzeichneten und damit die Selektionskri- 

terien erfQIlenden Objekte erkannt und durch 
Abspeicherung in einem Bildrechner lokalisiert 
werden 

35 e) daB diese Objekte sequential durch eine 

vom Bildrechner koordinatengesteuerte, rela- 
tive Verschiebung zwischen dem Substrat (2) 
und einem Separationsaktor (20,21) in den 
Arbeitspunkt des Separationsaktors (20.21) 

40 positioniert und durch den Separationsaktor 

(20.21) vom Substrat (2) entnommen und ort- 
lich getrennt werden. 

2. Veriahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeich- 
45 net, daB die elektrooptische Erfassung der drtli- 

chen Fluoreszenzintensitaten auf dem Substrat (2) 
mit Hirfe einer CCD-Kamera (12) als Gesamtbild 
Oder schrrttweise in Form von Teilbildern erfolgt und 
das Gesamtbild oder die Teilbilder. gegebenenfalls 
so nach einer Datenreduktion. dem Bildrechner zur 
Abspeicherung und zur bildanalytischen Weiterver- 
arbeitung und Auswertung nach den vorgegebenen 
Selektionskriterien zugele'rtet werden. 

55 3. Verfahren nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeich- 
net, daB die elektrooptische Erfassung der Oiili- 
chen Fluoreszenzintensitaten auf dem Substrat (2) 
mit Hilfe eines Laser-Scanners (13,15,16) erfolgt. 
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dessen Ausgangssignale nach den vorgegebenen 
Selektionskrrterien elektronisch bewertet und in 
Verbindung mit den zugehOrigen Ortskoordinaten 
dem Bildrechner zugefuhrt werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zur BereitsteJIung einer Molekulbi- 
bliothek als bakterielles Expressionssystem E. coii 
Bakterien verwendet werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 4 dadurch gekennzeich- 
net daB zur Bereitstellung einer Peptid- und/oder 
Proteinbibliothek als spezielles bakterielles Expres- 
sionssystem E. coii Bakterien verwendet werden, 
die durch genetische Manipulation Variationen von 
LamB-Transmembranproteine exprimieren. 

6. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zur Hersteilung einer Molekulbiblio- 
thek Methoden der kombinatorischen Chemie 
verwendet werden und demzufolge die MolekQIbi- 
bliotheken auf polymeren Beads dargestellt wer- 
den. 

7. Verfahren nach Anspruch 1 bis 6. dadurch gekenn- 
zeichnet daB verschiedene Liganden mit unter- 
schiediichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert 
werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeich- 
net, daB fur die verschiedenen Liganden als Selek- 
tionskrrterien eine Liste von Schwellwerten fur die 
Fluoreszenzintensitaten vorgegeben wind. 

9. Verfahren nach Anspruch 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet daB die die Molekulbibliothek tragenden 
Proteine auf den Bakterien Oder Verbindungen aus 
der kombinatorischen Chemie auf Polymerbeads 
mit einem weiteren Fluoreszenzlarbstoff markiert 
werden und die Fluoreszenzintensitat der Bin- 
dungsstellen als zusatzliches Setektionskriterium 
bei der Bildauswertung berQcksichtigt wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeich- 
net, daB das Verhaitnis aus der fur den Liganden 
charakteristischen Fluoreszenzintensitat und der 
fQr die Bindungsstelie charakteristischen Fluores- 
zenzintensitat als ein fur die Bindungsaff initat maB- 
gebliches Seiektionskriterium bei der 
Bildauswertung berQcksichtigt wird. 

11. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach 
Anspruch 1 bis 8. ausgehend von einem inversen 
Fluoreszenzmikroskop (5) und einem Verschiebe- 
tisch (8) zur Halterung eines Tragers (2) mit der 
auspiattierten Objektsuspension, sowie minde- 
stens einer Lichtquelle (9) zur Fluoreszenzanre- 
gung dadurch gekennzeichnet, 



a) daB eine aus einer CCD-Kamera (12) Oder 
aus einem Laser-Scanner (13,15,16) beste- 
hende elektrooptische Abtasteinrichtung zur 
Erfassung der drtlichen Ruoreszenzirrtensita- 
5 ten der auspiattierten Bakteriensuspension 

vorgesehen ist, die mit einem Bildrechner zur 
Weiterverarbeitung und Speicherung der Fluo- 
reszenzbildinfbrmation verbunden ist 

io b) daB oberhalb des Verschiebetisches (8) ein 

Separationsaktor (20,21) zum Transfer der 
selektierten Objekte angeordnet ist 

c) und daB der Bildrechner die Position! erung 
is des Verschiebetisches (8) relativ zum Separati- 

onsaktor (20,21 ) steuert - 

12. Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Separationsaktor (20,21) aus 

20 einer mit einem Mikromanipulator (21) verbunde- 
nen, absenkbaren Mikrokapillare (20) besteht. 

13. Vorrichtung nach Anspruch 11 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, daB dem Substrat (2) das Ruores- 

25 zenzanregungslicht Ober mindestens einen vom 
Mikroskop-Strahlengang getrennten Lichtleiter (10) 
zugefuhrt wird. 

14. Vorrichtung nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
30 zeichnet, daB zwei verschiedenene, in denselben 

Lichtleiter (10) einkoppelbare Laser mit verschiede- 
nen Welleniangen zur Ruoreszenzanregung vorge- 
sehen sind. 

35 15. Vorrichtung nach Anspruch 11 bis 14, dadurch 
gekennzeichnet daB das Huoreszenzmikroskop 
(5) einschlieBlich der Beleuchtungseinrichtung (7) 
und der Mikrokapillare (13) in eine Klimakammer 
(4) eingebaut ist die durch einen wasserdampfge- 

40 sattigten Luftstrom auf Temperaturen zwischen 1 °C 
und 10°C gekOhltwird. 
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schung der uberschussigen, nicht gebundenen 
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(20.21) vom Substrat (2) Ortlich getrennt. 
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